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摘要 　目的 观察丙氨酰谷氨酰胺二肽 (丙谷二肽 )对人脐静脉内皮细胞 ECV304缺氧缺糖损伤的
保护作用 ,并探讨其可能的作用机制。方法 　在以低氧低糖培养人脐静脉内皮细胞 ECV304为细
胞损伤模型的基础上 ,以噻唑蓝 (MTT)比色法优化丙谷二肽的最佳作用浓度 ,显微镜观察细胞形
态变化 ,流式细胞术检测线粒体膜电位。自动生化分析仪测定乳酸脱氢酶 (LDH )活性 ,比色法检
测谷胱甘肽 ( GSH)、丙二醛 (MDA )的浓度 , RT2PCR方法检测细胞内肿瘤坏死因子 2α ( TNF2α)、白
细胞介素 26 ( IL26)、热休克蛋白 70 (HSP70)、葡萄糖调节蛋白 78 ( GRP78) 和缺氧诱导因子 21α
(H IF21α) mRNA的表达。结果 　丙谷二肽能够使细胞在缺氧缺糖应激下存活率增加 ,线粒体损伤
减轻 , LDH分泌降低 , GSH产生增加 , HSP70和 H IF21αmRNA的表达增加。结论 　丙谷二肽对细
胞缺氧缺糖损伤有明显的保护作用 ,这种保护作用可能与保护线粒体、维持细胞膜结构完整、上调
细胞中应激基因 HSP70和 H IF21α的表达有关。
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Protective effect of a lanyl2glutam ine d ipeptide aga in st hypox ic /
hypoglycem ic in jury in human um b ilica l ve in va scular
endothelia l ECV304 cells
ZHAO J ing2xiang, ZHAO Yu2fen, HUA IW en2hui, WU Zhen, TANG Guo, WANG Zi2ling
(1. Institu te of Transfusion M edicine, A cadem y of M ilitary M edical Sciences, B eijing 100850, Ch ina;
2. D epartm en t of Chem istry and the Key L abora tory for Chem ica l B iology of Fujian P rovince, College of
Chem istry and Chem ica l Eng ineering, X iam en U niversity, X iam en 361005, Ch ina)
Abstract: O bjective　To investigate the effect of alanyl2glutam ine dipep tide (A la2Gln) on hypoxia / hy2
poglycem ia injury in cultured human umbilical vein vascular endothelial cell line ( ECV304). M ethods
ECV304 cellswere cultured in normal and hypoxia with hypoglycem ia condition. Firstly, the op timal con2
centration of A la2Gln exerting p rotective effect against hypoxic / hypoglycem ic injury was determ ined by 32
(4, 52dimethylthiazol22yl) 22, 52diphenyltetrazolium brom ide (MTT) assay. Then, the changes in m ito2
chondrial membrane potential (MMP) were measured by flow cytometry. The morphological changes of
the cells were observed with light m icroscope. Furthermore, the lactate dehydrogenase (LDH ) release
from ECV304 was measured with automatic biochem istry analyses, and the reduced glutathione ( GSH )
and malondialdehyde (MDA) p roduction was determ ined by colorimetric analyses. In addition, the ex2
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p ression of tumor necrosis factor2α ( TNF2α) , interleukin26 ( IL26) , heat shock p rotein 70 (HSP70) ,
glucose2regulated p rotein 78 ( GRP78) and hypoxia2inducible factor21α (H IF21α) mRNA was measured
by reverse transcrip tion polymerase chain reaction ( RT2PCR ). Results　Adm inistration of A la2Gln in
the concentration of 0105 mol·L - 1 could p rotect ECV304 cells against hypoxic and hypoglycem ic injury.
The p roduction of GSH and the exp ression of HSP70 and H IF21α mRNA were increased, while the re2
lease of LDH was decreased. Conclusion　Significant benefit of A la2Gln dipep tide on hypoxia / hypogly2
cem ia injury in ECV304 cells is observed, and the potential mechanism s involved m ight be correlated
with p rotecting m itochondrion function, maintaining the integraty of cellularmembrane, and enhencing the
exp ression of stress p rotein HSP70 and H IF21α.
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　　谷氨酰胺是体内含量最为丰富的氨基酸之一。
作为机体必需氨基酸 ,对多种器官及组织细胞具有重
要而独特的代谢功能 [ 1 ]。作为谷氨酰胺的供体 ,丙氨
酰 2谷氨酰胺二肽 ( alanyl2glutam ine dipep tide,丙谷二
肽 )可解决其溶解度低及性质不稳定的缺点 ,目前主
要应用于手术创伤的肠外和肠内营养补充 [ 2 ]、组织器
官缺血再灌损伤的保护 [ 3 ]、改善危重病患者免疫功









胞采用含 10%新生牛血清的高糖 DMEM培养液 ,在
37℃、5% CO2、20%O2和饱和湿度的培养箱中培养。
缺氧缺糖培养条件 : ECV304细胞采用含 1%新生牛




丙谷二肽由厦门大学化学系提供 ;碘化丙啶 (p rop id2
ium iodide, P I)、噻唑蓝 (MTT)和 JC21购自 Sigma
公司 ;一氧化氮 (NO )、丙二醛 (MDA )和谷胱甘肽
( GSH)试剂盒购自南京建成生物工程研究所 ;乳酸
脱氢酶 (LDH )试剂盒购自北京中生北控生物科技
股份有限公司 ; TR Izol试剂购自 Invitrogen公司 ,反
转录试剂盒 (AMV )为 TaKaRa公司产品。酶联免疫
检测仪 (日本 B io2Rad公司 ,型号 550) ,生化分析仪
(法国 Secomam公司 ,型号 BASIC 70VB0358) , PCR
仪 (美国 MJ公司 ,型号 PCT2100) , FACS Calibur流




细胞 ,用培养液重悬细胞 ,调整细胞浓度 ,接种于 96
孔板 (5 ×104个 /孔 )培养 24 h后 ,分别用含不同浓
度丙谷二肽的培养液 ,在低氧低糖和正常氧糖的条
件下培养。细胞培养 24 h后每孔加入 MTT液 10
μL,轻微震荡 5 m in,放入培养箱中继续培养 2 h。2
h后吸尽上清 ,每孔加二甲亚砜溶液 100μL,再稍震
荡溶解 ,采用酶联仪比色法测量波长 490 nm处的吸
光度值 (A490nm ) 。每组做 5个平行孔。
212　细胞分组与形态观察
ECV304细胞常规复苏及传代 ,细胞计数并稀
释至 1 ×108 L - 1 ,接种于 25 cm2培养瓶中。随机分
组为正常对照组 : 1%新生牛血清高糖 DMEM培养
液 ,在 37℃、5% CO2、20% O2的恒温培养箱中培养 ;
损伤组 : 1%新生牛血清无糖 DMEM 培养液 , 在
37℃、5% CO2、1%O2的低氧培养箱中培养 ;药物组 :
分别含 01025, 0105和 011 mol·L - 1丙谷二肽的 1%
新生牛血清无糖 DMEM 培养液 ,在 37℃、5% CO2、
1%O2的低氧培养箱中培养 ;以上分组培养条件下
培养 20 h后 ,在显微镜下观察细胞形态变化并进行
相关实验研究。
213　丙谷二肽对线粒体膜电位的影响
实验分组如上 ,收集细胞 , PBS漂洗 1次 ,然后
与 215 g·L - 1 JC21 37 ℃孵育 20 m in, PBS洗 2次 ,
在 FACS Calibur流式细胞仪上进行检测。图像采用
Cell Quest软件进行分析。
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214　丙谷二肽对细胞 LDH, GSH和 MDA的影响
ECV304细胞在以上分组培养条件下培养 20 h
后 ,分别取上清和细胞超声裂解液 (收集细胞 ,加入
200μL双蒸水超声裂解 ,收集上清 )进行测定 ,依照
试剂盒说明书测定细胞培养上清液和细胞裂解液中
的 LDH, GSH和 MDA 浓度变化。LDH释放率 =实
验组 /对照组 ×100%。
215　丙谷二肽对相关细胞因子 mRNA表达的影响
收集的细胞加入 1 mL TR Izol细胞裂解液 ,提取
细胞总 RNA,测定 A260nm和 A280nm值以计算纯度。取
2μg RNA在 AMV逆转录酶作用下进行逆转录获得
cDNA。以 10 ng cDNA为模板 ,进行半定量 PCR反
应。设置 PCR循环参数 :预变性 94℃ 5 m in, 94℃
Tab 1. 　Sequences of human2spec if ic pr im ers for am plif ied
genes
Nomenclature Primer Size /bp
TNF2a S: 5′2CCGAGTCTGGGCAGGTCTA23′ 309
AS: 5′2CGGATGTCGAAACTAGGGAC23′
IL26 S: 5′2GAGGAGACTTGCCTGGTGAA23′ 334
AS: 5′2CATCGTACCCGTGGAGTCTA23′
H IF21α S: 5′2GACAAGCCACCTGAGGAGAG23′ 381
AS: 5′2CAAGCGTAGAACTATTCCGG23′
HSP70 S: 5′2CGCGACCTGAACAAGAGCAT23′ 368
AS: 5′2GTCTAGCTCCACTGGAAGCT23′
GRP78 S: 5′2TGGGTCGACTCGAATTCCAAAG23′ 513
AS: 5′2GGTTCATGGTCTTAGCGGACTG23′
GAPDH S: 5′2ATCACTGCCACCCAGAAGAC23′ 430
AS: 5′2CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT23′
S: sense; AS: anti2sense
30 s, 56℃ 30 s , 72℃ 40 s, 25个循环后延伸 72℃ 7
m in,扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后 ,用凝胶扫描仪
进行 DNA电泳条带强度分析 ,计算条带相对灰度
(与 GAPDH相比 ) ,分析软件采用 Quantity one 310。
肿瘤坏死因子 ( TNF2α) ,白细胞介素 6 ( IL26) ,热休
克蛋白 70 ( HSP70) ,葡萄糖调节蛋白 ( GRP78) ,缺
氧诱导因子 ( H IF) 21α及阳性对照 GAPDH的 PCR
引物 ,采用 Primer 510软件设计 ,由北京博迈德生物
技术公司合成 (表 1)。
216　统计方法






(图 1)。从图 1的结果可见 ,当丙谷二肽浓度小于
01016 mol·L - 1时 ,对细胞活性没有明显影响 ,但随着
丙谷二肽浓度的增多 ,细胞生长活性逐渐下降 ,在丙
谷二肽浓度为 015 mol·L - 1时 ,细胞活性下降最明
显 ,但与缺氧缺糖条件下细胞的 A490nm值相比仍较高。
在缺氧缺糖条件下 ,随着丙谷二肽浓度的增加 , A490nm
值逐渐增加 ,仅在丙谷二肽浓度过大 ,大于 0125 mol
·L - 1时 , A490nm值才降低 ,提示丙谷二肽在 0101～011
mol·L - 1浓度范围内可能有拮抗缺糖缺氧对细胞的
损伤作用。因此以下实验选用的丙谷二肽浓度为
01025, 0105和 011 mol·L - 1。
F ig 1. 　Cell v iab ility of ECV304 cultured in the norma l and hypox ia / hypoglycem ia cond ition s trea ted w ith d ifferen t concen2
tra tion s of A la2Gln. ■Normal condition; ▲Hypoxia /hypoglycemia
·8· Journal of In ternationa l Pharm aceutical Research　2009 Feb; 36 (1)
312　细胞形态观察
在正常培养条件下 ECV304细胞呈单层铺路石
状生长 (图 2A) ,细胞饱满 ,间隙均匀。但在低氧低
糖条件下培养 20 h后 ,大部分细胞回缩 ,体积变小 ,
折光度增加 ,细胞间隙明显增宽 ,细胞大量脱落 ,悬
浮于培养液中 ,贴壁细胞胞体狭长并有突起伸向周
围细胞 ,细胞伪足相互连接成网状 (图 2B ) ,细胞死
亡严重。而加入 01025 mol·L - 1的丙谷二肽后 ,细
胞状况明显好转 ,死亡数目明显减少 ,但仍有少许狭
长细胞 (图 2C)。当丙谷二肽浓度达到 0105 mol·
L
- 1时 , 细胞状态 良 好 , 细 胞 饱 满 , 间 隙 均 匀
(图 2D )。当丙谷二肽浓度达到 011 mol·L - 1时 ,虽
然细胞状态良好 ,但细胞贴壁不牢 ,培养皿边缘细胞
成片卷起 ,且有细胞成片状漂浮 (图 2E)。如图 2所
示 (40倍放大 )。说明 0105 mol·L - 1的丙谷二肽对
ECV304细胞有明显的保护作用。
F ig 2. 　Cellular m orphology of ECV304 cell ( ×40). A:
ECV304 cellswere cultured for 20h in Dulbecco′smodified Eagle′sme2
dium (DMEM) supp lemented with 1% new born bovine serum in a 5%
CO2 , 20% O2 atmosphere at 37℃; B , C, D, E: ECV304 cells were
cultured for 20h in DMEM (without glucose) supp lemented with 1%
new born bovine serum in a 5% CO2 , 1% O2 atmosphere at 37℃, and
the different concentration of A la2Gln ( 01025, 0105 and 011 mol·







的基质中 ,形成聚合物 ,可以产生红色荧光 ;在线粒
体膜电位较低时 , JC21不能聚集在线粒体的基质







组比较有显著性差异 ( P < 0105)。提示丙谷二肽
通过保护线粒体或维持线粒体膜电位来抵抗缺氧缺
糖损伤。
Tab 2. 　Effect of A la2Gln on m itochondr ia l m em brane po2
ten tia l changes( x ±s, n = 3)
Group
Concentration of
A la2Gln /mol·L - 1
Ratio ( red /green
fluorescence)
Control 0 21062 ±01102
Hypoxia / hypoglycem ia 0 11805 ±01087
A la2Gln 01025 11871 ±01074
0105 21146 ±011133
011 11915 ±01090
MMP was assessed by JC21 staining. B riefly, ECV304 cells were stained
with 215 mg·L - 1 JC21 for 20 m in at 37 ℃. Fluorescence intensity was
determ ined in Polastar at 535 and 595 em ission wavelength (with excita2
tion at 490 nm). The results were showed in mean JC21 red /green fluo2




少 ,因此对细胞超声裂解后 ,收集上清进行测定 ,考
察浓度变化。表 3的结果显示 ,缺氧缺糖可使细胞
释放 LDH增加 ,表明细胞膜损伤严重。而丙谷二肽
可减少缺氧缺糖引起的 LDH 释放 ,且呈剂量依赖
性。当丙谷二肽浓度为 0105 mol·L - 1时 , LDH 水
平下降最为显著。缺氧缺糖可使细胞 GSH释放量
减少 ,丙谷二肽可增加 GSH的产生 ,与缺氧缺糖组
相比增加明显。缺氧缺糖培养可使细胞 MDA分泌量
增加 ,但与正常组相比差异不显著 ,加入丙谷二肽
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MDA分泌量也轻微下降 ,但没有明显差异 (数据略 )。
Tab 3. 　 Influence of A la2Gln to the relea se of LD H and
GSH from ECV304 cells( x ±s, n = 4)
Group
Concentration






Control 0 100 ±193 18111 ±216#
Hypoxia /
　hypoglycem ia
0 686 ±541 15012 ±313
A la2Gln 01025 382 ±373 16119 ±412#
0105 112 ±223 16718 ±613#
011 512 ±623 15012 ±1618
3 P < 0101, compared with the hypoxia /hypoglycem ia group. # P <
0105, compared with the hypoxia /hypoglycem ia group.
315　丙谷二肽对炎性因子 mRNA表达的影响
F ig 3. 　Effect of A la2Gln on the expression of TNF2α, IL 2
6, HSP70, GRP78 and H IF21α m RNA detected by RT2
PCR. Lane A: ECV304 cells were cultured in hypoxic / hypoglycem ic
condition with 0105 mol·L - 1 A la2Gln; land B: ECV304 cells were
cultured in hypoxia / hypoglycem ia condition without A la2Gln; lane C:
ECV304 cells were cultured in normal condition.
由图 3 显示 , 从炎性因子 TNF2α和 IL26 的
mRNA表达变化可见 ,缺氧缺糖使 TNF2α mRNA表
达减少 , IL26 mRNA表达增加 ,丙谷二肽的加入对
TNF2α和 IL26的 mRNA表达没有明显改变。对于
应激因子 HSP70、GRP78和 H IF21α mRNA 表达可
见 , GRP78没有明显变化 , HSP70和 H IF21α mRNA
在缺氧缺糖情况下表达增加 ,丙谷二肽的加入使其
进一步增加 (表 4)。
Tab 4. 　The rela tive va lue of in tegra l optica l den sity of
TNF2α, IL 26, H IF21α, HSP70 and GRP78 electrophoresis






TNF2α 01078 ±01005 01079 ±01009 01091 ±01010
IL26 01307 ±01010 01327 ±01036 01127 ±01011
H IF21α 01452 ±010393 01383 ±010423 01179 ±01021
HSP70 01402 ±010323 01388 ±010193 01204 ±01017
GRP78 01896 ±01075 01958 ±01088 01827 ±01105
GAPDH 11000 ±01021 11000 ±11025 11000 ±01018
















































er等 [ 6 ]认为 ,谷氨酰胺在各种组织中可调节细胞因
子的生成 ,减少离体组织中 IL26的生成 ,对肠道组
织前炎症因子的生成具有特殊的抑制作用。Aossa
等 [ 7 ]指出 ,炎症细胞因子在感染、严重并发症的发
病机制中有重要作用。TNF2α和 IL210在完全胃肠
外营养组上升 ,在谷氨酰胺组受到抑制 ; 给予 (经
口 )谷氨酰胺可有效防止肠系膜血管单核细胞活
性 , 从而避免过量细胞因子的产生。同样 , Yassad
等 [ 8 ]通过动物实验得到相似结论 ,谷氨酰胺的补充
阻止了 IL26 mRNA的表达 ,抑制 IL26的生成。本研
究结果显示 ,缺氧缺糖使 TNF2α mRNA 表达减少 ,











对组织的损伤程度 [ 9, 10 ]。有研究表明谷氨酰胺代谢
与 HSP70调节相关。缺少谷氨酰胺后 , HSP70在蛋





现已证实 ,在缺氧情况下 ,能够诱导 H IF21α的大量
表达 ,并对机体有明显的保护作用 [ 12～14 ]。 GRP78
也称为免疫球蛋白重链结合蛋白 ,是进化上高度保




表明 ,在缺氧条件下 ,诱导 GRP78表达对细胞有明
显的保护作用 [ 15 ]。本研究结果显示 ,缺氧缺糖对细
胞 GRP78 mRNA 的表达没有明显改变 , HSP70和
H IF21αmRNA表达有所增加 ,丙谷二肽的加入使
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